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Current clinical assays for detection of mRNA expression levels of HER2 gene 
require at least 1 to 3 days to be completed due to methodological reasons which are 
not conducive to clinical diagnosis and treatment. Therefore, there is an urgent need in 
the clinical diagnosis to establish a simple, accurate, cost-effective and easily 
standardized quantitative assay for quantification of HER2 mRNA. This paper 
developed a method for quantification of the mRNA expression levels of HER2 gene 
based on the real-time PCR and ring primers technology. 
In chapter 1, the discovery and the development of related research of breast 
cancer and human epidermal growth factor receptor 2（HER2）gene were reviewed. 
We also have summarized relevant background of current clinical assays for detection 
of mRNA expression levels of HER2 gene include their advantages and disadvantages, 
real-time PCR and ring primers technology; Finally, we proposed a novel HER2 gene 
mRNA expression levels detection technology（ring primers real-time PCR）. 
In chapter 2, six candidate reference genes through literatures were selected 
include beta-actin（ACTB）, recombinant human calmodulin-2（CALM2）, 
beta-glucuronidase（GUSB）, ribosomal protein L37a（RPL37A）, transferrin receptor
（TFRC）and TATA-box binding protein（TBP）and combined the results of three 
reference gene stability assessment softwares（geNorm, NormFinder and BestKeeper） 
to select out the optimal reference gene for HER2 gene mRNA expression quantitative 
in breast cancer. 
In chapter 3, based on real-time PCR and ring primers technology, we developed 
a novel detection assay. Firstly we designed gene-specific ring primers to improve the 
specificity of the primers and optimized several reaction conditions for achieving 
optimal detection system.Then the sensitivity, specificity and reproducibility of the 
method were evaluated. Finally 87 specimens including 55 breast cancer tissues and 
32 normal tissues were detected by real-time PCR（qPCR）and immunohistochemistry
（IHC）to evaluate the performance of qPCR method for the detection of HER2 gene 
















The assay we developed can quantify the mRNA expression levels of HER2 gene 
rapidly and cost-effctive with high sensitivity and specificity, it can be applied to 
clinical molecular diagnosis with attractive prospect. 
Key words: Breast cancer; Human epidermal growth factor receptor-2; Ring primers; 





































内均有上升的趋势，据资料统计，仅 2008 年全球新增乳腺癌患者 1,380,000 人次，
占女性恶性肿瘤患者的 23%，因乳腺癌死亡人数就高达 458,400 人次，占女性恶
性肿瘤死亡人数的 14%，其中约有 1/2 新增病例和 60%死亡病例来自于发展中国
家[1]。我国女性乳腺癌的发病率正在以每年 3%~4%的增长率急剧上升，即平均
每年约有 200,000 人次新增乳腺癌患者。Yang 等[2]根据全国肿瘤死亡率监测资料
预测，我国女性乳腺癌的发病率将从 2000 年的 19.9/100,000 上升到 2005 年的
24.8/100,000。近年来的研究也发现，我国女性乳腺癌的发病年龄正逐渐趋于年




乳腺癌病人发病的中位年龄为 48 岁，比西方提早了 10 年。因此，对于乳腺癌的
早期诊断、预防、复发监测、预后判断等研究对于我国乃至全球女性的生命健康
均具有非常重要的意义[3]。 
1.2 乳腺癌 HER2 基因检测的临床意义 
HER2 是原癌基因人类表皮生长因子受体 2（Human epidermal growth factor 




2 个配体结合域（Ligand binding domain，RLD）与 2 个富含半胱氨酸区构成[4]。
对 HER2 基因及其蛋白产物的病理学研究表明，在多种肿瘤中均存在 HER2 的扩
















研究中，首次报道了 HER2 基因在乳腺癌细胞中的表达，指出 HER2 基因在乳腺
癌的生物学行为和发病机制中有重要作用，并认为 HER2 基因的扩增水平是比雌
激素受体（Estrogen receptor，ER）、肿瘤大小等更有价值的预后指标；此后，Ross
等[6]对涉及 15,248 例病人的 47 组试验进行了回顾性研究，结果显示，对 60%的
试验组和 67%的病人来说，HER2 基因的扩增水平可作为判断乳腺癌预后的独立
指标；Schmidt 等[7]通过对未经任何治疗的淋巴结阴性乳腺癌患者 HER2 状态的
研究，发现 HER2 基因扩增比 HER2 蛋白表达对于预后的意义更加明确，因此，
他们认为 HER2 基因扩增可作为一个独立的预后因子；Mrhalova 等[8]通过对 39
例浸润性导管癌（Infitrating ductal carcinoma，IDC）进行研究，发现 HER2 基因
mRNA 的表达水平（实时荧光定量 PCR 法，qPCR）与 HER2 蛋白表达水平（免
疫组织化学法，Immunohistochemistry）及 HER2 基因拷贝数水平（荧光原位杂
交法，Fluorescence in situ hybridization）存在较好的一致性，且在可疑病例的判
断中有较出色的表现；Celine Bossard 等[9]也通过 44 例浸润性乳腺癌的研究证实
了 Mrhalova 等的研究。 
2007 年美国临床肿瘤学会（American Society of Clinical Oncology，ASCO）
发布了 HER2 基因作为乳腺癌治疗指标的更新建议，其中指出，对每 1 例原发浸
润性乳腺癌的诊断，以及复发病人选择赫赛汀（曲妥珠单抗）治疗前都应进行
HER2 基因表达水平的评估检测[10]。乳腺肿瘤患者 HER2 阳性意味着乳腺肿瘤细
胞表面的 HER2 蛋白数量增多，过度传递信号，刺激癌细胞疯狂增殖，HER2 阳
性的患者同其他乳腺癌病人相比，肿瘤恶性程度更高，进展更快，更容易复发和
远处转移，且此类病人通常对内分泌治疗——他莫昔芬（Tamoxifen）不敏感，
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